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Hemokromatoosi on sairaus, jossa raudan imeytymisen säätely häiriintyy. Se 
aiheutuu yleisimmin HFE-geenissä tapahtuvista C282Y- ja H63D-mutaatioista. 
Taudissa rautaa kertyy elimistöön ylimäärin, koska sitä imeytyy jopa 3–4 kertaa 
enemmän kuin terveellä ihmisellä. Kun rautaa on elimistössä liikaa, se voi aihe-
uttaa kudosvaurioita ja hoitamattomana vahingoittaa tärkeitä elimiä, kuten mak-
saa, haimaa ja sydäntä. 
Oulun seudun ammattikorkeakoulun bioanalytiikan koulutusohjelma sisältää 
Molekyylibiologian, geenitekniikan ja perinnöllisyyden harjoituskurssin, jossa 
tehdään hemokromatoosi-geenimutaation määrittäminen. Tässä harjoitustyössä 
käytetään positiivisena kontrollina genomista DNA:ta, jossa on hemokromatoo-
sin aiheuttava geenimutaatio. Opinnäytetyömme tavoitteena oli kloonata hemo-
kromatoosin HD-geenimutaatio plasmidivektoriin DNA:n monistamista varten, ja 
näin tuottaa lisää genomista DNA:ta harjoituskurssille. Aihe tuli Oulun seudun 
ammattikorkeakoululta. 
Opinnäytetyössä käytettiin erilaisia geenitekniikan menetelmiä, kuten PCR, aga-
roosigeelielektroforeesi, ligaatio, transformaatio, DNA:n eristys ja DNA:n sek-
vensointi. Kaikki käytännön työt tehtiin Oulun seudun ammattikorkeakoulun ti-
loissa. 
Hemokromatoosigeenin H63D-mutaatio onnistuttiin kloonaamaan ja monista-
maan. Neljästä jatkoon valitusta plasmidi-DNA-näytteestä kahdessa oli hemo-
kromatoosi-geenimutaation sisältävää DNA:ta. Jatkossa näitä kahta näytettä 
voidaan käyttää harjoitustyössä positiivisena kontrollina.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Asiasanat: hemokromatoosi, DNA, polymeraasiketjureaktio, geenimutaatio 
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Hemochromatosis is a disease in which iron metabolism is disturbed. It is most 
commonly caused by two mutations in the HFE-gene, namely C282Y and 
H63D. In hemochromatosis the body accumulates too much iron. The amount 
absorbed into the body can be 3–4 times more than normally. When there is too 
much iron in the body, it can damage tissues and without treatment, it harms 
vital organs like liver, pancreas and heart. 
 
This thesis was made for Oulu University of Applied Sciences. The aim of the 
thesis was to clone genomic DNA, which contains hemochromatosis genetic 
mutation into a plasmid and then multiply it. University can use this DNA in 
practical training of Molecular Biology, Gene Technology and Genetics course. 
In the practical work students determine hemochromatosis mutation and the 
DNA containing the mutation is used as a positive control. 
 
In this thesis we used gene technology methods like PCR, agarose gel electro-
phoresis, ligation, transformation, extracting of DNA and DNA sequencing. All 
the practical work was done in the premises of Oulu University of Applied Sci-
ences. Also starting material, reagents and other components were given by the 
university.  
 
Through many phases, genomic DNA was successfully cloned and multiplied. 
From the four of the chosen plasmid-DNA-samples, two contained the hemo-
chromatosis mutation. In the future the university can use these DNA samples 
as a positive control. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: hemochromatosis, DNA, polymerase chain reaction, genetic muta-
tion  
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1 JOHDANTO 
Hemokromatoosi on perinnöllinen sairaus, jossa elimistöön alkaa kertyä rautaa. 
Raudan liiallinen kertyminen voi johtaa kudosvaurioihin ja myöhemmin jopa 
elinvaurioihin etenkin haimassa, maksassa ja sydänlihaksessa. (Färkkilä, M., 
Hannuksela, J. & Parkkila, S. 2008, 1019–1021.) Perinnöllinen hemokromatoosi 
aiheutuu HFE-geenissä esiintyvistä pistemutaatioista. Yleisimmät sairautta 
aiheuttavat mutaatiot ovat C282Y ja H63D. (Mustajoki, P. 2009, hakupäivä 
25.12.2012.) Nämä geenimutaatiot vaikuttavat HFE-geenin koodaaman HFE-
proteiinin toimintaan, jolloin rautatasapainon säätelyjärjestelmä ei enää toimi 
normaalisti ja rautaa otetaan elimistöön liikaa. (Parkkila, S. 2000, 829.) 
Hemokromatoosin aiheuttamien geenimutaatioiden osoittaminen tapahtuu HFE-
geenin genotyypityksellä PCR-menetelmällä. (Alexander, J. & Kowdley, K. 
2005, 244). 
Oulun seudun ammattikorkeakoululla bioanalytiikan koulutusohjelmaan kuuluu 
molekyylibiologian ja geenitekniikan perusteet -kurssi, jolla tehdään hemokro-
matoosiin liittyvä harjoitustyö. Työn suorittamiseen tarvitaan positiiviseksi kont-
rolliksi genomista DNA:ta, jossa on hemokromatoosi-geenimutaatio. Meidän 
opinnäytetyöprojektinamme oli kloonata hemokromatoosin HD-mutaatio tätä 
harjoitustyötä varten. Toteutimme opinnäytetyömme käyttämällä geenitekniikan 
menetelmiä. Ensin monistimme DNA:ta PCR-laitteella, sitten kloonasimme 
PCR-tuotteen plasmidivektorin avulla bakteerisolussa. Kloonattu DNA analysoi-
tiin agaroosigeelielektroforeesin ja DNA:n sekvensoinnin avulla. 
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2 OPINNÄYTETYÖN SUUNNITTELU JA TAVOITTEET 
Tavallisesti organisaatio muodostuu vähintään kahdesta yksilöstä, jotka työnja-
on avulla pyrkivät saavuttamaan organisaation haluamat tavoitteet (Karlsson, Å 
& Marttala, A. 2001, 76). Osansa meidän projektiorganisaatioomme antavat 
opinnäytetyömme asettaja, ohjausryhmä sekä opponentit. Projektimme asettaja 
on Oulun seudun ammattikorkeakoulu. Ohjausryhmäämme kuuluvat lehtori 
Paula Reponen ja lehtori Irja Parkkinen. Opponentteina toimivat bioanalyytikko-
opiskelijat Saila Mikkonen ja Minna Välimaa. Projektiorganisaatiomme on esitet-
ty kuviossa 1. 
KUVIO 1. Projektiorganisaatio 
Tavoitteenamme tässä opinnäytetyöprojektissa on onnistuneesti kloonata 
hemokromatoosin HD-geenimutaatio pJET1.2/blunt-plasmidivektoriin DNA:n 
monistamista varten. Tätä DNA:ta käytetään positiivisena kontrollina 
harjoitustyössä. Kontrolli on vähissä, ja projektimme tavoitteena on saada sitä 
lisää, jotta koulun ei tarvitse hankkia erikseen geenimutaation sisältäviä 
potilasnäytteitä. 
Jotta saisimme kloonattua onnistuneesti haluamaamme DNA:ta, meidän täytyy 
työskennellä laboratoriossa huolellisesti. Näytteiden, reagenssien ja 
käyttämiemme tavaroiden kontaminoitumista täytyy välttää, esim. PCR on hyvin 
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herkkä kontaminaatiolle. Pintojen puhdistus ja kertakäyttökäsineiden 
vaihtaminen on tärkeää. Pipetoimme pieniä määriä, ja sen asian kanssa on 
myös oltava tarkkana. Kaikki tämä on osa opinnäytetyömme laatutavoitetta.  
Toiminnallisena tavoitteena tällä projektilla on mahdollistaa harjoitustyön 
tekeminen myös tulevaisuudessa. Kun positiivisen kontrollin määrää koululla 
kasvatetaan, ei sitä lähitulevaisuudessa tarvitse erikseen hankkia 
potilasnäytteiden muodossa esimerkiksi Oulun Yliopistollisesta sairaalasta. 
Tämä helpottaa koulun toimintaa. Lisäksi laadimme koululla käytössä olevalle 
PCR-laitteelle suomenkieliset käyttöohjeet (liite 11), jotta opiskelijoiden ja 
muiden laitteen käyttäjien olisi helpompi työskennellä. 
Oppimistavoitteenamme on se, että pystymme syventämään ammattitaitoamme 
hyödyntäen molekyylibiologian menetelmiä. Meillä molemmilla on 
opintosuunnitelmassamme molekyylibiologiasta vain molekyylibiologian ja 
geenitekniikan perusteet -kurssi, joten opinnäytetyömme avulla laajennamme 
omaa tietämystämme tällä saralla. Työmme edellyttää tarkkuutta, koska 
käsittelemme hyvin pieniä määriä DNA:ta ja reagensseja. Pyrimme tekemään 
työmme huolellisesti tuhlaamatta vähäistä lähtömateriaalia. 
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3 HEMOKROMATOOSI 
Hemokromatoosi on sairaus, jossa raudan imeytymisen säätely häiriintyy. Rau-
taa imeytyy ohutsuolen alkuosassa jopa 3–4 kertaa enemmän kuin normaalisti 
ja sen seurauksena rautaa kertyy elimistöön ylimäärin. Raudan liian suuri mää-
rä voi ajan kuluessa aiheuttaa elimistössä kudosten vaurioitumista ja myöhem-
min johtaa elinvaurioihin etenkin maksassa, haimassa ja sydänlihaksessa. 
Usein oireina ovat nivelkivut, väsymys, heikotus ja ihon värimuutokset. Jos he-
mokromatoosia ei hoideta, raudan kertyminen voi ilmetä maksassa maksakir-
roosina, haimassa diabeteksena ja sydämessä sydänlihassairauksina. (Färkkilä 
ym. 2008, 1019–1021.) 
3.1 Diagnosointi 
Hemokromatoosin diagnosoinnissa määritetään ensin verestä seerumin ferri-
tiinipitoisuus sekä seerumin tai plasman transferriinin rautakyllästeisyys. Ferri-
tiinimäärityksellä saadaan selville elimistön rautavarastojen määrä, joka on 
yleensä koholla jo taudin alkuvaiheessa. Transferriinin rautakyllästeisyys on 
suoraan verrannollinen ohutsuolen solujen sisältämään rautamäärään ja ilmai-
see elimistöön varastoituneen raudan määrää. Rautamääritysten ollessa viite-
alueen yläpuolella tehdään verestä DNA-analyysi, jonka avulla saadaan var-
muus siitä, onko henkilöllä hemokromatoosi. (Färkkilä ym. 2008, 1025–1026; 
Parkkila, S. 2000, 834.) DNA-analyysi käsittää HFE-geenin genotyypityksen, 
jossa geenin rakenne selvitetään. Magneettikuvauksella voidaan tutkia suoraan 
maksassa olevia rautakertymiä (Aguilar-Martinez, P., Grandchamp, B., Cunat, 
S., Cadet, E., Blanc, F., Nourrit, M., Lassoued, K., Schved, J-F & Rochette, J. 
2011, hakupäivä 25.12.2012). Maksasta otetaan koepala, kun varmuutta ei 
saada HFE-mutaatioiden genotyypityksellä, eikä raudan kertymiseen löydetä 
muuta syytä. Taudin diagnoosia ei voida tehdä ainoastaan geenimutaation pe-
rusteella, mutta mutaation löydyttyä pystytään arvioimaan henkilön riskiä sairas-
tua hemokromatoosiin ja terveydentilaa osataan tarkkailla jatkossa. (Alexander, 
J. & Kowdley, K. 2005, 243-244; Parkkila, S. 2000, 834.) 
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3.2 Hoito 
Hemokromatoosin hoito on usein venesektio eli veren poistamista elimistöstä, 
jolloin raudan määrää saadaan pienennettyä. Venesektio on turvallinen ja teho-
kas hoitomuoto ja tutkimukset ovat osoittaneet, että elinajan ennuste on nor-
maali, kun hoito on aloitettu ennen vakavien elinvaurioiden ilmaantumista. 
(Färkkilä ym. 2008, 1019.) Aluksi venesektioita tehdään viikoittain. Kerralla ote-
taan suurin piirtein puoli litraa verta, jonka mukana elimistöstä lähtee pois n. 
0,25 g rautaa. Näin jatketaan kunnes seerumin ferritiinipitoisuus on alle 50 µg/l 
ja seerumin tai plasman transferriinin rautakylläisyysaste alle 30 %. Jatkossa 
venesektioita tehdään vain tarpeen mukaan, tavallisesti muutaman kerran vuo-
dessa. Hoito toteutetaan kuitenkin aina tapauskohtaisesti. (Alexander ym. 2005, 
245; Färkkilä ym. 2008, 1026.) 
3.3 HFE-geeni 
HFE-geeniä kutsutaan virallisesti hemokromatoosi-geeniksi, sillä siinä tapahtu-
vat geenimutaatiot ovat yleisimpänä syynä perinnöllisen hemokromatoosin il-
menemiseen. Lyhenne HFE viittaa korkeaan rautamäärään, "high Fe". (HGNC 
HUGO Gene Nomenclature Committee 2013, hakupäivä 12.1.2013). HFE-geeni 
sisältää tiedon siitä, miten valmistetaan HFE-proteiinia, jota on erityisesti mak-
san ja suoliston solujen pinnalla. (Parkkila, S. 2000, 833). 
HFE-geeni sijaitsee ihmisellä kromosomissa 6, joka on autosomaalinen kromo-
somi. Toinen pareista on peritty isältä ja toinen äidiltä ja tämän takia geenejä on 
kaksi.  (Solunetti 2006a, hakupäivä 12.1.2013). Perinnöllinen hemokromatoosi 
on lähtöisin HFE-geenin muutoksista. Geenimutaatio voi ilmentyä vain toisessa 
HFE-geenissä, jolloin puhutaan heterotsygootista geeniparista. Mutaatio voi olla 
myös homotsygoottinen, jolloin se esiintyy molemmissa HFE-geeneissä. Jos 
kyseessä on heterotsygotia, on hyvin epätodennäköistä, että henkilö sairastuu 
hemokromatoosiin. Sen sijaan, jos geenimuutos on molemmissa HFE-
geeneissä, raudan imeytyminen lisääntyy huomattavasti ja voi aiheuttaa raudan 
liiallisen kertymisen elimistöön. (Mustajoki, P. 2009, hakupäivä 25.12.2012.) 
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Hemokromatoosin aiheuttaa yleisimmin mutaatio C282Y. Tämä mutaatio tar-
koittaa sitä, että aminohappoketjussa paikalla 282 tyrosiini vaihtuu kysteiiniksi. 
(Parkkila, S. 2000, 832). Nukleotidisekvenssissä mutaation sijainti on 845 ja 
siinä G muuttuu A:ksi. (NCBI National Center for Biotechnology Information 
2013, hakupäivä 6.9.2013). Toinen HFE-geenin mutaatio on H63D. Tässä mu-
taatiossa histidiini vaihtuu asparagiinihapoksi aminohappoketjun paikassa 63. 
(U.S. National Library of Medicine 2009, hakupäivä 9.1.2012.) Nukleotidise-
kvenssissä mutaatio löytyy paikalta 187, jossa C muuttuu G:ksi. (NCBI National 
Center for Biotechnology Information. 2013, hakupäivä 6.9.2013). Perinnöllinen 
hemokromatoosi on enimmäkseen lähtöisin HFE-geenin C282Y -mutaatioista 
molemmissa HFE-geenin alleeleissa, jolloin sitä sanotaan homotsygootiksi. 
Tutkimusten mukaan on arvioitu, että jopa 90 % hemokromatoosipotilaista on 
homotsygootteja (C282Y/C282Y). Toiseksi eniten HFE-geenimutaatioista esiin-
tyy kaksoisheterotsygotiaa, jolloin ilmenee kaksi eri mutaatiota yhdessä 
(C282Y/H63D). (Färkkilä ym. 2008, 1021.) 
3.4 HFE-proteiini 
HFE-proteiini koostuu 343 aminohaposta ja sitä muodostuu tavallisesti ruoansu-
latuskanavan pintaepiteelissä, erityisesti ohutsuolen alkuosassa. HFE-proteiinin 
tarkkaa toimintatapaa ei täysin tunneta, mutta sen oletetaan säätelevän raudan 
ottamista soluihin ohutsuolen sekä maksan soluissa. (Parkkila, S. 2000, 833; 
U.S. Department of Energy (DOE) 2003, hakupäivä 12.1.2013.) 
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KUVIO 2. HFE-proteiinin rakenne. Alfa-domeenit, β2-mikroglobuliini, rikkisidok-
set (S-S) sekä C282Y- ja H63D-mutaatioiden sijainnit. (Mukaillen Parkkila, S. 
2000). 
HFE-proteiinissa on solukalvolla α1- ja α2 -alayksiköt, jotka ovat kiinnittyneet α3-
alayksikköön. Näistä alayksiköistä α3-domeeni sitoutuu ß2-mikroglobuliiniin ja 
α1- ja α2-alayksiköt vaikuttavat transferriinireseptorien toimintaan. (U.S. De-
partment of Energy (DOE) 2003, hakupäivä 12.1.2013.) Kuviossa 2 on esitetty 
HFE-proteiinin alfa-domeenit, ß2-mikroglobuliini sekä CY- ja HD-mutaatioiden 
sijainnit. HFE-proteiinin toimiessa oikein se liittyy ß2-mikroglobuliiniin ja kykenee 
siirtymään solukalvolle, jossa se sitoutuu transferriinireseptoriin. (Färkkilä ym. 
2008, 1020). Kun kaikki nämä tekijät ovat yhdessä solukalvolla, ne sitovat trans-
ferriinia ja muodostavat yhtenäisen proteiinikompleksin. Tämä proteiinikomplek-
si siirtyy solun sisälle endosytoosin avulla ja rauta pääsee vapautumaan trans-
ferriinista ja päätyy solun solulimaan. Tämän jälkeen raudaton proteiinikomplek-
si palaa takaisin solukalvolle voidakseen sitoa jälleen rautaa. (Parkkila, S. 2000, 
831, 833.) 
3.5 Mutaatioiden vaikutus HFE-proteiinin toimintaan 
HFE-geenin yleisimmät pistemutaatiot C282Y ja H63D sijaitsevat HFE-geenin 
eksoneissa. Kuviossa 3 on havainnollistettuna HFE-geenin rakenne ja mutaati-
oiden H63D ja C282Y sijainnit geenin eksoneissa ja HFE-proteiinin domeeneis-
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sa. Mutaatiot ovat merkittävässä asemassa, sillä ne vaikuttavat HFE-proteiinin 
rakenteeseen ja sitä kautta sen toimintaan. 
 
KUVIO 3. Geenimutaatioiden esiintymisalueet HFE-geenin eksoneissa ja HFE-
proteiinin alayksiköissä. (Mukaillen Aguilar-Martinez ym. 2011). 
Raudan imeytymisen säätelyyn osallistuvat ohutsuolessa villuksissa olevat epä-
kypsät epiteelisolut, jotka aistivat elimistön rautamäärää. HFE-proteiini on tär-
keässä asemassa näiden solujen pinnalla ja se tarvitsee ß2-mikroglobuliinin 
tasapainottajakseen toimiakseen normaalisti. C282Y-mutaatiossa tyrosiinin 
vaihtuminen kysteiiniksi aiheuttaa aminohappoketjussa α3-domeenin disulfi-
disidoksen puuttumisen. Tämä rikkisidos on esitetty myös kuvion 2 α3-
domeenissa. Kun sidosta ei ole, HFE-proteiinin α3-domeenin ja ß2-
mikroglobuliinin yhteenliittyminen estyy, jolloin HFE-proteiini hajoaa, ennen kuin 
se ehtii kulkeutua solukalvolle. HFE-proteiinin ja transferriinireseptorin yhteenliit-
tyminen on oleellista, jotta oikea määrä rautaa imeytyy elimistöön. Kun HFE-
proteiini ei pääse solukalvolle, se ei sitoudu transferriinireseptoriin, minkä seu-
rauksena raudan säätelyjärjestelmä häiriintyy ja rautaa otetaan soluihin enem-
män kuin sitä tarvitaan. C282Y -mutaatio estää transferriinireseptorien kuljetta-
misen takaisin solukalvolle ja reseptorien määrä solujen pinnalla jää normaalia 
vähäisemmäksi. Tämän vuoksi ohutsuolen villusten epiteelisolut tulkitsevat rau-
dan määrän elimistössä liian alhaiseksi ja korjaavat tilanteen ottamalla rautaa 
runsaammin ravinnosta verenkiertoon. (Parkkila, S. 2000, 831-833.) H63D-
mutaatiossa tapahtuva histidiinin vaihtuminen asparagiinihapoksi muuttaa HFE-
proteiinin solunsisäistä suolasiltaa ja sitä kautta vaikuttaa proteiinin ja transfer-
riinireseptorin keskinäiseen toimintaan. (NCBI National Center for Biotechnolo-
gy Information. 2013, hakupäivä 6.9.2013). 
 14 
3.6 Geenimutaatioiden analysointi 
Geenimutaatioiden osoittamiseen on useita menetelmiä, mutta eniten käytetään 
PCR-sovelluksia. Geenimutaatiota varten tarvitaan DNA:ta, joka saadaan 
harjoitustyössä kokoverestä. Verinäytteestä eristetään genominen DNA, jolle 
valitaan reaktioseos PCR-menetelmää varten. H63D-mutaatiota varten 
reaktioseoksessa ovat spesifiset alukkeet. DNA-polymeraasi tarttuu alukkeisiin, 
jotka ovat sitoutuneet denaturoituneisiin DNA-juosteisiin ja alkaa lisätä 
seoksessa olevia vapaita nukleotideja (dNTP) DNA-juosteelle 
komplementaarisesti. Tällä tavoin saadaan kloonattua haluttua DNA-pätkää. 
Alukkeet määräävät, mihin kohtaan DNA:ta ne sitoutuvat. Työssä on tarkoitus 
saada monistettua HFE-geenin eksoni 2, jolla HD-mutaatio sijaitsee. PCR-tuote 
digestoidaan restriktioentsyymillä BclI, jolloin siitä saadaan täsmällisemmin 
pilkottua haluttua DNA-pätkää. Digestoinnin jälkeen näytteille tehdään 
agaroosigeelielektroforeesi. Tulokset analysoidaan agaroosigeelielektroforeesi-
ajon jälkeen geeliltä UV-valon avulla. Mutaation sisältävä DNA ja terve DNA 
erottuvat agaroosigeelillä erikokoisina DNA-vyöhykkeinä. HD-mutaation 
sisältävä DNA ei digestoidu, kun taas terve DNA digestoituu.  
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4 TYÖN SUORITUS 
 
Suoritimme opinnäytetyömme laboratorio-osuuden Oulun seudun ammattikor-
keakoulun laboratoriotiloissa keväällä 2013. Työmme ohjaajana toimi lehtori 
Paula Reponen. Saimme kaikki tarvitsemamme välineet ja materiaalit käyt-
töömme ammattikorkeakoululta. Käyttämämme välineet olivat steriilejä, ja käy-
timme lisäksi koko ajan kertakäyttökäsineitä välttääksemme proteiinikontami-
naatiota.  Työn suorittamista varten tehtyjen liuosten ohjeet ovat liitteessä 1.  
Kaikki  työvaiheet on esitetty kuviossa 4. 
 
KUVIO 4. Opinnäytetyön työvaiheet kaaviona. 
4.1 PCR 
Geenitekniikassa PCR on menetelmä, jolla monistetaan DNA-jaksoja. Reaktiot 
tapahtuvat yleensä kuoppalevyllä tai pienissä mikrosentrifuugiputkissa. Niiden 
lämpötilaa säädellään tarkoin PCR-laitteella. (Suominen, Pärssinen, Haajanen, 
Pelkonen 2010, 153.) 
1 • PCR 
2 • Agaroosielektroforeesi 
3 • DNA:n puhdistus geeliltä 
4 • Ligaatio 
5 • Transformaatio 
6 • Genomisen DNA:n eristys 
7 • Pesäke-PCR 
8 • Agaroosielektroforeesi 
9 • Plasmidin puhdistus 
10 • DNA:n pitoisuuden ja puhtauden määritys spektrofotometrilla 
11 • Digestio 
12  • Agaroosielektroforeesi 
13 • DNA:n sekvensointi 
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PCR perustuu DNA-polymeraasin kykyyn syntetisoida mallin mukaan uusia 
DNA-jaksoja alukkeiden avulla (NCBI, hakupäivä 23.12.2012). DNA-
polymeraasin on oltava korkeaa lämpötilaa kestävä. Niitä on eristetty mm. kuu-
missa lähteissä eläviltä bakteereilta. Taq-polymeraasi esim. on löydetty Ther-
mus aquaticukselta. PCR:ssä monistetaan kaksinauhaista-DNA:ta ja alukkeet 
kiinnittyvät DNA:n eri juosteiden vastakkaisiin päihin. Tämä alukkeiden väliin 
jäävä pätkä monistuu PCR-reaktiossa. (Suominen ym. 2010, 153-154.) 
PCR tarvitsee toimiakseen templaatin eli malli-DNA:n, joka sisältää monistetta-
van DNA-jakson. Reaktion alussa DNA-molekyyli altistetaan korkealle lämpöti-
lalle, jolloin se denaturoituu ja juosteet irtoavat toisistaan. (NCBI, hakupäivä 
23.12.2012.) Tämän jälkeen lämpötilaa lasketaan hetkellisesti, niin että alukkeet 
kiinnittyvät templaattiin. Tätä sanotaan annealing-reaktioksi. Lämpötila ei saa 
kuitenkaan laskea liikaa, jotta DNA ei renaturoituisi takaisin kaksinauhaiseksi. 
Alukkeiden kiinnittymisen jälkeen nostetaan lämpötilaa n.72 °C:een, jolloin 
DNA-polymeraasi alkaa toimia. Seuraava vaihe on ekstension eli templaatin 
pidennysreaktio. Siinä DNA-polymeraasi liittää reaktioseoksessa olevia vapaita 
nukleotideja alukkeen päästä alkaen suuntaan 5’→3’templaatin mallin mukaan. 
DNA-jakson molemmista juosteista syntyy kopio. Juoste on nopeasti valmis, 1–
2 minuutin kuluttua. Tällöin nostetaan taas lämpötilaa n. 95 °C:een ja juosteet 
irtoavat toisistaan. Denaturointi, annealing ja ekstension muodostavat yhdessä 
syklin, jota toistetaan niin kauan, että saadaan haluttu määrä DNA:ta. (Suomi-
nen ym. 2010, 154.) 
Aloitimme laboratorio-osuutemme tekemällä PCR-reaktion HFE-geenin H63D-
mutaatiolle. Käytimme ohjeena molekyylibiologian ja geenitekniikan kurssilla 
käytettyjä työohjeita (liite 2), sillä tarkoituksenamme oli monistaa lisää harjoitus-
työssä käytettävää positiivista kontrollia, joka sisältää H63D-mutaation (HD-
mutaation). Positiivista kontrollia ei ollut enää kovin paljon jäljellä, joten teimme 
ensimmäistä PCR-reaktiota varten reagenssicocktailin HD-mutaatiolle kolmelle 
näytteelle sekä negatiiviselle kontrollille. Näytteenä meillä oli jäljellä oleva posi-
tiivinen kontrolli 114 sekä kaksi näytettä, joissa oli kumpikin hemokromatoosin 
geenimutaatio. Näytettä kutsuttiin tuplaheteroksi. Tekemämme reaktiococktail 
oli vain HD-mutaatiota varten, joten PCR ei monistaisi CY-mutaatiota. Positiivi-
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sen kontrollin vähäisen määrän vuoksi otimme sitä selkeästi vähemmän, kuin 
alkuperäisessä ohjeessa oli. Kun näytteet oli pipetoitu reaktioseokseen, ne vor-
texoitiin kevyesti ja sentrifugoitiin muutaman sekunnin ajan, jotta näyte saatiin 
eppendorf-putken pohjalle. Tämän jälkeen näytteet asetettiin PCR-laitteeseen 
(TC-4000), jossa oli ohjelma hemokromatoosi-geenitestiä varten. Ohjelman vai-
heet on esitetty taulukossa 1. 
TAULUKKO 1: PCR-ohjelma hemokromatoosia varten. 
Prosessi Lämpötila Aika 
1. vaihe: alkudenaturaatio  96°C 5 min 
2. vaihe: 35 sykliä 
denaturaatio  96°C 30 s 
annealing  56°C 60 s 
ekstension  72°C 60 s 
3. vaihe: loppuekstension  72°C 5 min 
4. vaihe: säilytys 4°C   
 
4.2 Agaroosigeelielektroforeesi 
Elektroforeesin suorittamiseen tarvitaan periaatteessa vain virtalähde ja elektro-
foreesiyksikkö. Elektroforeesissa partikkeleita erotellaan sähkövirran avulla.  
Nukleiinihappojen elektroforeesissa käytetään yleensä 1 %:n agaroosigeeliä, 
joka sisältää riittävän suuret huokoset DNA:n kulkeutumiseen. Agaroosigeelin 
erottelukyky perustuu siihen, että geeliaines aiheuttaa vastusta näytteen liikku-
miseen, jolloin molekyylien koko vaikuttaa siihen, miten ne erottuvat geelillä 
elektroforeesissa. Mitä pienempi molekyyli on, sitä esteettömämmin se kulkeu-
tuu geelillä. (Walker, J. 2010, 399, 404, 422.) 
Elektroforeesi DNA-näytteille suoritetaan siten, että geeli on kokonaan puskuri-
liuoksen alla. Agaroosigeeli valetaan lasi- tai muovikelkalle ja geeliin tehdään 
näytteitä varten kaivot tarkoitukseen soveltuvalla muovikammalla. Geeli asete-
taan ajokammioon kelkassa ja se peitetään kokonaisuudessaan puskurilla, jon-
ka jälkeen näytteet voidaan pipetoida suoraan näytekaivoihin. (Walker, J. 2010, 
423.) 
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Geeliä voidaan tarkastella UV-valossa (aallonpituus 300nm). Geeliin on mah-
dollista lisätä etidiumbromidia, joka sitoutuu DNA:n emäsparien väliin ja fluore-
soi UV-valossa oranssinpunaisena. DNA:n tarkastelussa on kuitenkin otettava 
huomioon, että UV-valo voi vaurioittaa DNA:ta, minkä vuoksi tarkasteluaika on 
pidettävä lyhyenä. (Walker, J. 2010, 168, 423.) 
Työssä käytimme 1,2 %:n ja 1,5 %:n agaroosigeelejä. 1,2 % geeli on harjoitus-
työohjeen mukainen ja 1,5 %:n geeliä käytimme siksi, että halusimme vertailla 
DNA-vyöhykkeiden selkeyttä kahden eri vahvuisen geelin välillä. Agaroosigeeli-
en valmistusohjeet löytyvät liitteestä 3. Agaroosigeelielektroforeesi suoritettiin 
joka kerta yön yli ajona, jolloin virtaa pidettiin 20 V:ssa. 
4.3 PCR-tuotteen puhdistus geeliltä 
Puhdistimme saamamme PCR-tuotteen agaroosigeeliltä Macherey-Nagelin 
valmistamalla Nucleospin© Gel and PCR Clean-up-kitillä (liite 4). Kitin toimin-
nan perustana on, että agaroosigeelin sulatuksen jälkeen näyteliuos pipetoi-
daan kitin mukana tulleeseen silikapylvääseen, johon DNA kaotrooppisen suo-
lan läsnä ollessa sitoutuu. Näyte puhdistetaan, kuivataan ja lopuksi eluoidaan 
DNA irti pylväästä.  
Leikkasimme DNA:ta sisältävät palat geeliltä UV-valossa ja siirsimme ne sterii-
leihin eppendorf-putkiin. Eppendorf-putket punnittiin ennen ja jälkeen aga-
roosigeelipalojen laittamista niihin. Putkiin lisättiin 100 µl GeneClean turbosalt-
reagenssia 0,1 g näytettä kohti. DNA-näytteitä inkuboitiin, jotta geeli sulaisi. 
Tämän jälkeen pipetoimme putkiin 200 µl Buffer NTI reagenssia 0,1 g näytettä 
kohti. DNA-näytteitä inkuboitiin jälleen vesihauteessa välillä sentrifugoiden. 
Sentrifugointi auttoi geelin hajoamiseen. Lopullinen liuos siirrettiin pieneen kro-
matografiapylvääseen ja sentrifugoitiin 30 sekuntia 11,000 x g. DNA tarttui pyl-
vääseen, joten jäljelle jäänyt liuos kaadettiin pois ja näytteelle suoritettiin pesu 
käyttäen kitissä ollutta pesuliuosta. Lopuksi DNA irrotettiin pylväästä steriiliin 
eppendorf-putkeen. 
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4.4 Kompetentit solut ja ligaatio 
Bakteerit, kuten Escherichia coli, eivät tavallisesti ota sisäänsä vierasta DNA:ta. 
Kuitenkin kun bakteerin soluseinämää heikennetään esimerkiksi kalsiumkloridil-
la ja lämpöshokilla, DNA pääsee soluun sisälle. Tällaisia soluja sanotaan kom-
petenteiksi soluiksi. (Rapley, R. 2010a, 209.) 
Ligaatiossa ligaasientsyymi liittää yhteen DNA-kappaleet muodostaen niiden 
välille kovalenttisen sidoksen. Yleisimmin käytössä oleva DNA-ligaasi on eristet-
ty T4-bakteerifaagilta. Eniten ligaatiota käytetään DNA-jakson ja vektorin, esi-
merkiksi plasmidin, liittämisessä yhteen. (Solunetti 2006b, hakupäivä 5.9.2013.) 
Kasvatimme JM101-kannan Escherichia coli-soluja ravistelijassa +37 °C:ssa 
yön yli, jotta pystyimme tekemään niistä kompetentteja soluja. Yön yli kasva-
neista bakteerisoluista otimme kasvustoa 2 ml ja lisäsimme siihen 200 ml LB-
lientä ja laitoimme ne uudelleen ravistelijaan kasvamaan +37 °C:een kahdeksi 
tunniksi. Otimme bakteerikasvustoa neljään 50 ml falcon-putkeen ja sentrifu-
goimme niitä 3000 RPM nopeudella 5 minuuttia, jonka jälkeen kaadoimme su-
pernatantin pois. Putkien pohjaan jäi solunappi. Solunapit suspensoitiin varo-
vasti jääkylmään kalsiumkloridiin (CaCl2). Suspension jälkeen yhdistimme näyt-
teet kahteen putkeen ja annoimme niiden seistä 20 minuuttia jäissä. Jäissä sei-
sottaminen pysäyttää solujen jakautumisen. Tämän jälkeen sentrifugoimme 
näytteet jälleen ja kaadoimme liuoksen pois.  
Suoritimme ligaation CloneJET PCR Cloning-kitin ohjeilla (liite 5). PCR-
reaktiossa polymeraasientsyymi jätti PCR-tuotteeseemme kohessiiviset päät, 
joten teimme DNA-fragmenteista tasapäiset kitin avulla. Käytössämme oli kolme 
näytettä ja kontrollinäyte. Käyttämissämme ohjeissa puhdistettua PCR-tuotetta 
otettiin ligaatiota varten 1 µl, mutta me otimme sitä kolmeen eri putkeen 5 µl, 10 
µl, ja 15 µl. Kun ensimmäisen vaiheen pipetoinnit oli tehty, näytteet vortexoitiin 
nopeasti ja sentrifugoitiin 5 sekunnin ajan. Tämän jälkeen ligaatioseoksia inku-
boitiin 70 °C:ssa vesihauteessa 5 minuuttia, jonka jälkeen ne jäähdytettiin jäillä. 
Näytteiden jäähdyttyä hetken suoritettiin ligaation toinen vaihe, jossa näytteisiin 
lisättiin 1 µl pJET1.2/blunt Cloning Vectoria ja 1 µl T4 DNA Ligaasia. Näytteet 
vortexoitiin nopeasti ja sentrifugoitiin 5 sekuntia. Ligaatioseoksia inkuboitiin 
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huoneenlämmössä 5 minuuttia, jonka jälkeen ne voitiin käyttää transformaati-
oon. 
4.5 Transformaatio 
Transformaatiossa DNA siirtyy solusta toiseen. Vastaanottavan solun on oltava 
kompetentti. Nämä kompetentit solut sitovat DNA-palasia, jotka ovat pilkkoutu-
neet irti toisen bakteerisolun genomista. DNA-fragmentit sitoutuvat kompetentti-
en solujen pinnalla oleviin proteiineihin. Tavallisesti yksi solu sitoo vain yhden 
DNA-fragmentin. Plasmidivektorit, joita transformaatiossa käytetään, sisältävät 
yleensä jonkin selektiogeenin, jotta voidaan tunnistaa solut, jotka ovat ottaneet 
DNA:ta sisäänsä. (Solunetti 2006f, hakupäivä 5.9.2013.) 
Suoritimme transformaation erillisohjeen mukaan (liite 6). Transformaatiossa 
lisättiin ligaatioseosta kompetentteihin soluihin ja niitä seisotettiin jäissä 30 min. 
Tämän jälkeen vuorossa oli lämpöshokki, näytteet laitettiin tasan kahdeksi mi-
nuutiksi +42 °C:een lämpöhauteeseen ja heti jäihin sen jälkeen. Näytteisiin lisät-
tiin esilämmitettyä LB-lientä ja niitä kasvatettiin 35 minuuttia +37 °C:ssa lämpö-
hauteessa.  
Transformaation jälkeen laitoimme näytteet LB-maljoille kasvamaan. Maljoille 
tuli n. 250 µl näytettä. Meillä oli 12 näytemaljaa ja lisäksi kontrolli. Maljat laitettiin 
kasvamaan yön yli lämpökaappiin +37 °C:een.  
4.6 Genomisen DNA:n eristys 
Tässä vaiheessa eristimme genomista DNA:ta Macherey-Nagelin valmistamalla 
Genomic DNA from Blood: NucleoSpin© Blood-kitillä. NucleoSpin© Blood-kitin 
toiminta perustuu siihen, että sillä saadaan nopeasti eristettyä erittäin puhdasta 
genomista DNA:ta kokoverestä, seerumista, plasmasta tai muista elimistön erit-
teistä. Kitissä käytetään genomisen DNA:n eristämiseen lyysimenetelmää, jos-
sa kokoverta inkuboidaan liuoksessa, joka sisältää runsaasti kaotrooppisia ione-
ja sekä proteinaasi K:ta. Tämän jälkeen DNA:n sitoutumisolosuhteita säädetään 
etanolin avulla, jotta DNA sitoutuu NucleoSpin© Blood-kitin pylvään silikamem-
braaniin. Eri pesuvaiheilla saadaan poistettua tehokkaasti epäpuhtauksia ja lo-
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puksi genominen DNA eluoidaan pylväästä eluointipuskuriliuoksella steriiliin 
eppendorf-putkeen. 
Otimme aluksi toisiltamme verinäytteet EDTA-putkeen. Käytimme omaa ver-
tamme negatiivisena kontrollina, sitä vertailtiin HD-mutaatioon agaroosigeelillä.  
Puhdistimme genomisen DNA:n noudattamalla NucleoSpin© Blood-kitin ohjeita 
(liite 7). 
4.7 Pesäke-PCR 
Pesäke-PCR on melko nopea menetelmä, kun halutaan tietää, onko 
transformaatiopesäkkeessä haluttu rekombinanttiplasmidi. Pesäke-PCR 
suoritetaan halutun DNA:n mukaisilla PCR-reaktioseoksilla. Pesäke-PCR:ssä 
käytetään yleisesti ristimaljausta, jolloin valittu pesäke viljellään uudelle 
elatusmaljalle ennen PCR-reaktiota. Ristimaljan pohjaan piirretään ruudukko, 
johon numeroidaan käytettävät pesäkkeet. Menetelmässä käytetyt pesäkkeet 
on järkevää merkitä myös transformaatiomaljan taakse, jotta tiedetään, mistä 
pesäke on otettu. Ristimaljan etuina on se, että nähdään kasvaako valittu 
pesäke uudella maljalla. Lisäksi ristimaljalla saadaan talteen haluttua plasmidia, 
sillä se saadaan kokonaan uudelle kasvualustalle ja siten sitä on käytettävissä, 
jos jokin menee pieleen myöhemmissä työvaiheissa. Ristimalja toimii siis 
laadunvarmistuksena, sillä pesäke-PCR:ään käytetään aina kokonaan 
yksittäinen bakteeripesäke. 
Pesäke-PCR:n tekemistä varten kahden LB-maljan pohjaan piirrettiin ruudukot, 
jotka numeroitiin. Toisella maljalla oli numeroituina ruudut 1–16 ja toisella ruu-
dut 17–20. Numeroimme 1–20 eppendorf-putket ja laitoimme niihin PCR-
reaktioon tarvittavat aineet. Valitsimme 5 µl:n, 10 µl:n ja 15 µl:n elatusmaljoilta 
20 yksittäistä pesäkettä. Kaikilla maljoilla kasvoi samanlaisia bakteeripesäkkei-
tä, joten niiden valintaan ei vaikuttanut ulkonäkö. Otimme maljalta pesäkkeen 
steriilin pipetinkärjen avulla, teimme kärjellä ristimaljalle piirretyn ruudukon sisäl-
le rastin varoen elatusaineen hajoamista. Tämän jälkeen pipetinkärki laitettiin 
hetkeksi ruudukon numeroa vastaavaan eppendorf-putkeen. Pipetinkärki pois-
tettiin pipetin avulla, jotta kärkeen mennyt neste ja loputkin bakteerisolut saatiin 
reaktioseokseen. Ristimaljat laitettiin yön yli kasvamaan lämpökaappiin +37 
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°C:een ja ne tarkastettiin seuraavana aamuna. Pesäke-PCR suoritettiin hemo-
kromatoosi-geenitestin ohjelmalla. Tämän jälkeen tehtiin agaroosigeelielektrofo-
reesi, jolloin saatiin varmuus siitä, oliko bakteerisoluissa haluamaamme DNA:ta. 
4.8 Plasmidin puhdistus 
Eristämämme plasmidi oli transformoitu Escherichia coli-soluihin. Plasmidin 
puhdistukseen käytimme Macherey-Nagelin valmistamaa NucleoBond© Xtra 
Midi Plasmid Purification-kittiä ja sen ohjeita (liite 8). Kitin toiminta perustuu sen 
sisältämien puskuriliuosten tapaan hajottaa bakteerisolut samalla periaatteella 
kuin NaOH- ja SDS-menetelmällä. Bakteerisolujen hajottamisen jälkeen pylväs 
(NucleoBond© Xtra Column) ja siihen sopiva suodatin (NucleoBond© Xtra Co-
lumn Filter) tasapainotetaan puskurin avulla, jonka jälkeen puskureilla käsitelty 
liuos kaadetaan suodattimeen. Liuos suodattuu omalla painollaan filtterin läpi. 
Suodatuksen jälkeen plasmidi-DNA sitoutuu silikahartsiin (NucleoBond© Xtra 
Silica Resin). Tehokkaan pesun jälkeen plasmidi-DNA eluoidaan, saostetaan ja 
helposti liuotetaan sopivaan puskuriin jatkokäyttöä varten. 
Plasmidipuhdistuksen alussa otimme yön yli kasvustosta kutakin plasmidia 
kahteen steriliin falcon-putkeen 50 ml. Olimme valinneet maljoilta pesäkkeet 3, 
6, 11 ja 19. Tarkoitus oli, että jokaisen plasmidin kaksi putkea yhdistettäisiin alun 
pipetointien ja sentrifuugausten jälkeen yhdeksi. Me olimme ymmärtäneet 
ohjeet hieman väärin ja yhdistimme plasmidit 3 ja 6 sekä 11 ja 19. Tämä aiheutti 
jatkossa pieniä ongelmia, mutta ei onneksi pilannut työtämme. Tämä vaihe 
uusittiin käyttäen vain plasmideja 6, 11 ja 19. 
4.9 Spektrofotometria 
Spektrofotometrin toiminta perustuu siihen, että mittakyvetissä olevaan näyte-
liuokseen ohjataan tietyn aallonpituista valoa ja mitataan kuinka suuri osa valos-
ta imeytyy liuokseen. Kaikilla aineilla on oma aallonpituus, jolla ne arsorboivat 
eli imevät valoa eniten. Mitä enemmän näytteessä on mitattavaa ainetta, sitä 
paremmin se absorboi valoa ja sitä korkeampi on sen absorbanssiarvo. (So-
lunetti 2006d, hakupäivä 5.9.2013.) Spektrofotometriaa hyödynnetään aineiden 
tunnistamisessa sekä puhtauden ja pitoisuuden määrittämisessä. Monet biolo-
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giset yhdisteet absorboivat valoa ultravioletti-valon alueella ja siksi spektrofoto-
metrialla määritetään proteiinien ja nukleiinihappojen pitoisuutta. (Solunetti 
2006e, hakupäivä 5.9.2013.) DNA:n pitoisuus voidaan määrittää UV-
spektrofotometrillä, jolloin yksi absorbanssiyksikkö vastaa 50 µg DNA:ta millilit-
rassa eli A260 = 50 µg DNA/ml. (Rapley, R. 2010a, 164). 
Näytteen sisältämiä kontaminaatioita voidaan mitata aallonpituuksien 200–300 
nm välillä. Proteiini absorboi voimakkaasti aallonpituudella 280 nm, mikä on sen 
absorbanssimaksimi. Nukleiinihapoilla absorbanssimaksimi on 260 nm. Puhta-
utta mitataan näiden aallonpituuksien (260 nm ja 280 nm) avulla ja lasketaan 
absorbanssisuhde. Proteiineista koostuvan näytteen suhdeluku jää alle 1.8. 
Suhdeluvun A260/A280 ollessa noin 1.8 DNA-näytteessä ei ole proteiinikontami-
naatiota. (Rapley, R. 2010a, 165.) Alhainen suhdeluku voi selittyä epäpuhtau-
desta, joka absorboi 280 nm tai sitä matalammalla aallonpituudella. DNA:n uut-
tamismenetelmässä näytteeseen voi jäädä jäämiä fenolista tai muusta reagens-
sista, mikä aiheuttaa matalan A260/A280 -suhdeluvun. Myös erittäin pieni DNA-
konsentraatio aiheuttaa suhdeluvun pienenemisen. Jos suhdeluku on yli 2, on 
liuoksessa RNA:ta, mikä absorboi 260 nm:ssa. (Thermo Fisher Scientific. 2013, 
hakupäivä 21.9.2013.) DNA:n ajatellaan olevan puhdasta, kun absorbanssiarvo-
jen suhde on välillä 1.8–2.0. (Hofmann, A. 2010, 491). 
Mittasimme näytteidemme DNA-pitoisuuden plasmidin puhdistuksen jälkeen. 
Mittasimme absorbanssit aallonpituuksilla 260 nm ja 280 nm. Saaduista tulok-
sista laskimme näytteidemme DNA-konsentraatiot ja puhtaudet. 
4.10 Genomisen DNA:n digestio 
Genomisen DNA:n eristämisen ja puhdistamisen jälkeen sitä voidaan fragmen-
toida eli pilkkoa täsmällisesti restriktioentsyymeillä. Nämä entsyymit ovat avain-
asemassa molekyylien kloonauksessa, koska niillä on spesifisyys tiettyjä DNA-
jaksoja kohtaan. Tietyn eliön DNA-molekyyleistä saadaan samanlaisia palasia, 
kun niitä digestoidaan tietyillä entsyymeillä. Kokonaisen genomisen DNA:n di-
gestoimisella voidaan genomi jakaa useisiin pieniin paloihin, joista jokainen si-
sältää suurin piirtein yhden geenin. Jotkut entsyymit katkaisevat DNA:n suorasti 
antaen sille tylpän pään. Toiset restriktioentsyymit puolestaan katkaisevat 
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DNA:n siten, että siihen muodostuu ns. porras, jolloin toinen DNA-juosteista jää 
pidemmäksi kuin toinen. Näin katkaistuja DNA-juosteita sanotaan kohessiivisik-
si ja niiden ominaisuuksiin kuuluu se, että ne ovat keskenään identtisiä. Lisäksi 
DNA-juosteiden päät ovat komplementaarisia, joten ne voivat takertua toisiinsa 
kiinni. (Rapley, R. 2010b, 196.) 
Digestio tehtiin genomisen DNA:n näytteille sekä puhdistetuille plasmideille 
PCR-reaktion jälkeen (liite 9). 
4.11 DNA:n sekvensointi 
DNA:n sekvensoinnilla tarkoitetaan sen nukleotidiketjussa olevien emästen jär-
jestyksen selvittämistä. (Solunetti 2006c, hakupäivä 8.9.2013).  
DNA:n sekvensointiin on useita eri menetelmiä, joista yksi on automaattinen 
Sangerin sekvensointi. Siihen kuuluu DNA:n monistus PCR-menetelmällä, 
PCR-tuotteen puhdistus, sekvensointi, tunnistus kapillaarielektroforeesilla ja 
saadun informaation käsittely.  
Sangerin menetelmässä sekvensoitavaa DNA-juostetta käytetään mallina 
DNA:n synteesissä. Sekvensoitavalle alueelle kiinnitetään spesifinen aluke, jos-
ta lähtien DNA-polymeraasi alkaa liittää reaktioseoksessa olevia nukleotideja 
sekä leimattuja nukleotideja (ddNTP) muodostaen DNA:lle vastinjuosteen. Au-
tomatisoidussa menetelmässä käytetään väriterminaatioteknologiaa, jossa jo-
kainen dideoksinukleotidi (ddNTP) sisältää merkkiaineen, joka emittoi eriväristä 
fluoresenssivaloa. Dideoksinukleotidit emittoivat valoa eri aallonpituuksilla, mikä 
mahdollistaa sen, että sekvensointireaktiot voidaan tehdä yhdessä eppendorf-
putkessa. PCR-reaktiossa näytteeseen lisätään spesifiset alukkeet, värientsyy-
miä ja -puskuria, vettä sekä leimattuja ja leimaamattomia nukleotideja. PCR:n 
aikana sekvensoitavasta DNA:sta syntyy erimittaisia fragmentteja, joiden syn-
teesi loppuu leimattuun dideoksinukleotidiin. (Rapley, R. 2010a, 191; Suominen 
ym. 2010, 178; Timmer, J. 2009, Hakupäivä 14.11.2013.)  
PCR-tuotteista on puhdistettava tarpeettomat aineet ennen kuin ne detektoi-
daan. Puhdistuksella näytteistä poistetaan niihin jääneet sitoutumattomat deok-
si- ja dideoksinukleotidit. Sekvensointireaktiossa syntyneet leimatut DNA-jaksot 
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erotellaan ja analysoidaan kapillaarielektroforeesilla. PCR-tuotteet ajetaan yh-
tenä näytteenä polyakryyliamidigeeliä sisältävässä lasikapillaarissa, jonka ala-
reunassa on laservalo. Laservalo havaitsee dideoksinukleotidin fluoresoivasta 
leimasta ja tästä syntynyt valosignaali tallentuu analysaattorin detektorille. De-
tektori havaitsee leimatut DNA-jaksot niiden koon mukaan, sillä lyhyet fragmen-
tit kulkeutuvat kapillaarin päähän ennen pitkiä fragmentteja. Näin laite antaa 
suoraan DNA:n sekvenssin eli emäsjärjestyksen. (Rapley, R. 2010a. 191–192; 
Suominen ym. 2010, 180; Timmer, J. 2009, Hakupäivä 14.11.2013.) 
Sekvensoinnin pipetoinnit ja työvaiheet löytyvät liitteestä 10. Sekvensoinnissa 
käytimme alkuperäisiä plasmideja eli niitä, jotka olimme yhdistäneet väärin. En-
sin laskimme plasmidien pitoisuuden. Teimme laimennokset, joissa oli plasmi-
dia 300 ng/µl. Tämän jälkeen pipetoimme PCR-reaktiot. Meillä oli kaksi näytettä 
P1 ja P2. P1 sisälsi plasmidit 3 ja 6 ja P2 plasmidit 11 ja 19. PCR-reaktioita tuli 
yhteensä 8, kun P1 ja P2 näytteistä tuli molemmista yhteensä 4 reaktioputkea. 
Erona näissä oli alukkeet. Käytimme neljää erilaista aluketta, aluke 3, aluke 4 ja 
forward ja reverse. Kun PCR oli valmis, lisättiin näytteisiin EDTA:ta ja pyöräytet-
tiin nopeasti mikrosentrifuugissa. Tämän jälkeen lisättiin etanolia ja vortexoitiin. 
Näytteitä seisotettiin huoneenlämmössä 10 minuuttia, jonka jälkeen niitä sentri-
fugoitiin 30 minuuttia 13,400 RPM. Putkien pohjalle muodostui sakka ja super-
natantti poistettiin. Sakka pestiin 70 % etanolilla ja näytteitä sentrifugoitiin 15 
minuuttia. Etanoli poistettiin ja näytteet vakuumikuivattiin, minkä jälkeen ne ke-
rättiin lähetettäväksi Biocenterille. 
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5 PROJEKTIN TAVOITTEIDEN SAAVUTTAMINEN 
Tavoitteenamme oli kloonata hemokromatoosin HD-geenimutaatio 
plasmidivektoriin DNA:n monistamista varten ja samalla tuottaa lisää genomista 
DNA:ta, jotta positiivista kontrollia olisi jatkossa molekyylibiologian harjoitustyötä 
varten. 
5.1 Genomisen-DNA:n monistaminen 
Työmme alkoi jäljellä olevan positiivisen kontrollin monistamisella PCR-
menetelmällä ja näytteiden ajamisella elektroforeesilla. Käytimme näytteinä 
koululla olevaa genomista DNA:ta, joka sisälsi vain hemokromatoosin HD-
geenimutaation (näyte 114) sekä DNA:ta, joka sisälsi molemmat mutaatiot. 
Meillä oli neljä reaktioputkea, joissa oli yhdessä HD-geenimutaation sisältävää 
näytettä 1 µl ja lopuissa tuplahetero-näytettä 1 µl, 3 µl ja 5 µl. Käyttämämme 
ohje oli tehty 5 µl:lle DNA:ta. Me korvasimme puuttuvan määrän autoklavoidulla 
vedellä. Reaktioputkiin tuli genomisen DNA:n lisäksi myös reaktiococktail. 
Näytteiden lopputilavuus oli 50 µl. 
PCR-reaktion jälkeen pipetoimme näytteet 1,2 %:n agaroosigeelille, ja ne jäivät 
ajoon yön yli. Seuraavana päivänä tarkastelimme geeliä UV-valolla ja 
leikkasimme PCR-tuotteet geeliltä ja puhdistimme ne. Geelin kuvasta (kuvio 5) 
näkyy, että onnistuimme monistamaan tuplahetero 1 µl:n ja 3 µl:n näytteistä 
DNA:ta ja saamaan sen geelille. HD-mutaatio- ja 5 µl:n tuplaheteronäytteestä 
emme saaneet DNA:ta. Syytä tähän emme osaa sanoa. 
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KUVIO 5. Agaroosielektroforeesi. Paikka 1 = näyte 114 (HD-mutaatio). Paikka 2 
= tuplahetero 1 µl. Paikka 3 = tuplahetero 3 µl. Paikka 4 = tuplahetero 5 µl. 
5.2 Ligaatio ja transformaatio 
Toisena päivä laitoimme myös transformaatiossa tarvittavat kompetentit solut 
kasvamaan. Käytimme transformaatiossa E.coli JM101-kantaa. Ne jäivät ravis-
telijaan yön yli. 
Ligaatio suoritettiin jäissä. Meillä oli kolme DNA-näytettä, joihin pipetoitiin 5 µl, 
10 µl ja 15 µl PCR-tuotetta. Kaikkiin lisättiin 1 µl pJET1.2/blunt Cloning Vectoria 
ja 1 µl T4 DNA Ligaasia. Steriilin veden avulla näytteiden lopputilavuudeksi tuli 
20 µl. Näytteet pyöräytettiin nopeasti sentrifuugissa, jotta myös putkien reunoilla 
olevat tipat saataisiin putken pohjalle. 5 minuutin seisotuksen jälkeen 
suoritimme transformaation ja maljauksen. 
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KUVIO 6. Kuvassa transformaatiomaljat pesäkkeineen inkubaation jälkeen. 
Malja A = Kontrolli, Malja B = 5 µl, Malja C = 10 µl ja Malja D = 15 µl. 
Maljat olivat +37 °C:ssa lämpökaapissa, ja seuraavana päivänä kun 
tarkastelimme niitä, kaikilla kasvoi pesäkkeitä. Kuviossa 6 on kuvattu 
kontrollimalja sekä yksi 5 µl, 10 µl ja 15 µl:n näytemaljoista. Käyttämämme kitin 
positiivinen selektio varmisti, että elatusmaljoilla kasvoi bakteerisoluja, joilla oli 
haluttu plasmidi sisässään. Kloonausvektori takasi, että 99 % klooneista oli 
oikeita. Käyttämämme kloonausvektori pJET1.2/blunt sisälsi kuolettavan 
restriktioentsyymigeenin, joka lakkasi toimimasta, kun DNA yhdistyi plasmidiin. 
Toisin sanoen vain ne bakteerisolut, joilla oli uutta DNA:ta, pystyivät kasvamaan 
ja muodostamaan pesäkkeitä. Tällä tavalla pystyttiin valitsemaan ja poistamaan 
solut, joissa plasmidi ei sisältänyt uutta DNA:ta, näin oli sen vuoksi, että 
plasmidi oli yhdistynyt uudestaan itsensä kanssa tai plasmidiin ei ollut siirtynyt 
DNA:ta. Yhdistelmä-plasmidin puuttuessa bakteerisolut eivät pystyneet 
kasvamaan transformaation jälkeen, sillä restriktioentsyymigeeni aiheutti niiden 
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DNA:n pilkkoutumisen. Koska kaikilla maljoilla kasvoi pesäkkeitä, olimme 
onnistuneet ligaatiossa ja transformaatiossa. 
5.3 Pesäke-PCR 
Pesäke-PCR oli jo periaatteessa varmistus, että olemme onnistuneet monista-
maan haluttua DNA:ta. Kuviosta 7 ja 8 nähdään, että kaikilla muilla pesäkkeillä 
oli haluttua genomista DNA:ta, paitsi pesäkkeessä 10, 17, 18 ja 20. Tämän nä-
kee siitä, ettei geelillä näiden näytteiden kohdalla ole havaittavaa vyöhykettä.  
Valitsimme jatkoon pesäkkeet 3, 6, 11 ja 19. Nämä pesäkkeet valittiin sen pe-
rusteella, miltä ne näyttivät geelillä. Niiden vyöhykkeet olivat tummat ja selkeät. 
 
KUVIO 7. Pesäke-PCR. Pesäkkeet 1–10. 
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KUVIO 8. Pesäke-PCR. Pesäkkeet 11–20. 
Pesäke-PCR:n yhteydessä tehdyillä ristimaljoilla oli kaikissa ruudukoissa kas-
vua. Kuviossa 9 on toisen ristimaljan ruudukot ja pesäkkeet. Tämän perusteella 
onnistuimme valitsemaan bakteeripesäkkeet, joissa on yhdistelmä-DNA. Pesä-
ke-PCR kuitenkin tuotti toisenlaisen tuloksen, kun agaroosielektroforeesilla ei 
saatu kaikista pesäkkeistä haluttua DNA:ta. Yhtenä syynä pesäke-PCR:n ja 
ristimaljan ristiriitaisiin tuloksiin voi olla se, että pipetinkärkeen ei ole jäänyt pe-
säkettä, kun sillä on tehty rasti ristimaljalle. Toinen vaihtoehto on se, että pesä-
kettä on saatu PCR-reaktioon asti, mutta DNA ei olekaan sisältänyt halua-
maamme mutaatiota. Tämä selittyy sillä, että kloonausvektori pJET1.2/blunt 
takasi lähes 100-prosenttisen kloonien saannin. On mahdollista, että onnis-
tuimme valitsemaan myös sellaisia pesäkkeitä, joissa ei ollut DNA:ta. 
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KUVIO 9. Ristimalja ja näytteet 1–16. Vasen kuva maljan takaa, oikea kuva 
rasteissa kasvavista pesäkkeistä. 
5.4 Plasmidin puhdistus 
Tämä vaihe ei onnistunut ihan niin kuin oli tarkoitus. Yhdistimme plasmidit vää-
rin, joten ne eivät olleet täysin puhtaita, koska sekoittuivat keskenään. Ne olivat 
kuitenkin käyttökelpoisia, koska aikaisempien tulosten perusteella kaikissa pi-
täisi olla sama mutaatio. Plasmidien kuuluisi olla identtisiä klooneja toisistaan. 
Silti plasmidi numero 3 jäi työstämme pois, teimme plasmidien puhdistuksen 
varmistuksena uudestaan näytteille 6, 11 ja 19. Nämä näytteet ovat pakkasessa 
tallessa, joten niitä voidaan hyödyntää tarvittaessa myöhemmin.  
5.5 DNA:n pitoisuuden ja puhtauden määrittäminen spektrofotometrilla 
Pipetoimme 4 µl puhdistettua plasmidia 396 µl:aan vettä ja mittasimme näytteet 
spektrofotometrillä aallonpituuksilla 260 nm ja 280 nm. Mitattavan näytemäärän 
pienuuden vuoksi käytimme mikrokyvettiä. Saaduista tuloksista laskimme näyt-
teidemme DNA-konsentraatiot ja puhtaudet, jotka näkyvät taulukossa 2. Mitä 
lähempänä DNA:n puhtausaste on 1.8, sitä puhtaampaa se on. Kuten taulukos-
ta 2 näkee, näytteet 6 ja 19 ovat hyvin puhdasta DNA:ta, kun taas näytteessä 
11 on todennäköisesti pientä proteiinikontaminaatiota. Se ei silti tarkoita, etteikö 
näyte toimisi positiivisena kontrollina harjoitustyössä. DNA-konsentraatioissa on 
eroja ja näytteessä 11 on eniten DNA:ta µl:aa kohti. Näyte 6 puolestaan sisältää 
näistä näytteistä vähiten DNA:ta. Eroina DNA-konsentraatioihin voi olla eri työ-
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vaiheissa tapahtuneet käsittelyt. On vaikeaa jäljittää mitään yksittäistä työvai-
hetta, jossa virhe olisi käynyt. 
TAULUKKO 2. DNA-näytteiden puhtaus. 
Näyte 
ABS DNA-
konsentraatio 
DNA:n puh-
tausaste 
A260/A280 260nm 280nm 
H2O 0,0010 0,0002     
6 1,5789 0,8530 2,4785 µg/µl 1,85 
19 0,8971 0,5040 4,4855 µg/µl 1,779 
11 0,4957 0,3409 7,8945 µg/µl 1,45 
 
5.6 Digestio 
Digestion jälkeen teimme PCR ajon, jossa oli mukana meistä itsestämme eris-
tettyä genomista DNA:ta. Se toimi negatiivisena kontrollina. Näytteen 19 vyöhy-
ke on samassa kohdassa kuin kontrolli, mikä viittaisi siihen, ettei siinä ole HD-
mutaatiota. Tämä tulos on ristiriidassa aiempiin, näyte kasvoi transformaa-
tiomaljoilla ja pesäke-PCR antoi myös positiivisen tuloksen. Jossain vaiheessa 
on saattanut tapahtunut pipetointivirhe eikä näyte ehkä ole mennyt putkeen. 
Mitään muuta järkevää syytä emme osaa ajatella. Kuitenkin näytteissä 6 ja 11 
olemme onnistuneet monistamaan hemokromatoosi-geenimutaation. 
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KUVIO 10. 1,2% agaroosigeeli. Reunassa 100bp standardi.    Paikka 1 = näyte 
6. Paikka 2 = näyte 11. Paikka 3 = näyte 19. Paikka 4 = Negatiivinen kontrolli. 
 
KUVIO 11. 1,5% agaroosigeeli. Reunassa 100bp standardi.   Paikka 1 = näyte 
11. Paikka 2 = näyte 19. Paikka 3 = Negatiivinen kontrolli. 
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5.7 DNA:n sekvensointi 
Kaikki näytteemme sekvensoitiin Biocenterissä. Tuloksia analysoidessamme 
geenimutaatio löytyi nukleotidisekvenssistä. Erona normaaliin geeniin on histi-
diinin (CAT) vaihtuminen asparagiinihapoksi (GAT). Kuviossa 12 näkyy yläpuo-
lella mutaatiosekvenssi ja sen alla normaali sekvenssi. Mutaatiokohta, jossa 
histidiini on vaihtunut asparagiinihapoksi, on merkitty punaisella renkaalla. Ku-
viossa 12 ja 13 esiintyvä sekvenssi on näytteestä 6. Myös näytteestä 11 löytyi 
sama hemokromatoosi-mutaatio.  
 
KUVIO 12. HFE-geenin H63D-mutaatio ja normaali emäsjärjestys. Mutaatiokoh-
ta on merkitty punaisella renkaalla. 
AAATGCAGAATAAAGTTGGTCAAGAGGAACATATTGAATATTTAGCTCGTA
GTTTTCATGAGAGTCGATTGCCAAGAAAACCCACGCCACCTACAACGGTTC
CAGATGAGGTGGTTAGCATAGTTCTTAATATAAGTTTTAATATACAGCCTGA
AAATTTGAGAGAATAAAAGAAGAACATCGATTTTCCATGGCAGCTGAGAAT
ATTGTAGGAGATCTTCTAGAAAGATACATGGTTAAGGCCTGTTGCTCTGTC
TCCAGGTTCACACTCTCTGCACTACCTCTTCATGGGTGCCTCAGAGCAGG
ACCTTGGTCTTTCCTTGTTTGAAGCTTTGGGCTACGTGGATGACCAGCTGT
TCGTGTTCTATGATGATGAGAGTCGCCGTGTGGAGCCCCGAACTCCATGG
GTTTCCAGTAGAATTTCAAGCCAGTATGTGTGCATCTTGCGAAAAACCGAG
CCACGGAAGTACTGG 
KUVIO 13. Sekvenssi, jossa tummennettuna mutaatio GAT eli asparagiinihap-
po.  
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Saimme kuviossa 13 esitetyn sekvenssin Biocenteriltä. Sekvenssi tehtiin 
pJET1.2 reverse-alukkeella, mikä tarkoittaa sitä, että sekvensointia tehtiin vas-
takkaiseen suuntaan. Tätä sekvenssiä vertasimme NCBI:n tietokannan BLAST-
työkalun avulla terveen ihmisen DNA:han.  
 
KUVIO 14. Sekvensoinnissa saatu kromatogrammi, jossa mutaatiokohta on 
ympyröity. 
5.8 Lopputulokset 
Lopputuloksena voimme todeta, että onnistuimme monistamaan ja kloonaa-
maan hemokromatoosin HD-mutaation. Näytteet 6 ja 11 ovat identtisiä keske-
nään, kuten kloonien kuuluukin olla. Kumpaakin näistä näytteistä voidaan käyt-
tää geenitestin positiivisena kontrollina. Näytteistä 3 ja 19 voisi tutkia onko niis-
sä hemokromatoosin HD-mutaatio.  
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6 POHDINTA 
Opinnäytetyömme aihe oli mielenkiintoinen ja työlle oli käytännön tarve. 
Saimme toteuttaa käytännönläheisen projektityön, jonka tarkoituksena oli 
monistaa genomista DNA:ta hemokromatoosi-harjoitustyötä varten. 
Projektityöskentelyssä opimme toimimaan suunnitelmallisesti ja jakamaan 
työtehtäviä keskenämme. Näiden taitojen myötä meillä on paremmat valmiudet 
toimia bioanalyytikkoina. Molekyylibiologia ja geenitekniikka ovat 
mielenkiintoisia osa-alueita bioanalyytikon työssä. Ne eroavat suuresti 
tavallisesta näytteiden analysoinnista ja erikoisosaamista tarvitaan. 
Hemokromatoosi oli meille tautina aika tuntematon, ja etsimme paljon 
teoriatietoa niin taudista kuin käyttämistämme geenitekniikan ja 
molekyylibiologian menetelmistä. Tavoitteenamme olikin syventää omaa 
osaamistamme tällä alalla. Opinnäytetyömme vaati syventymistä myös 
hemokromatoosi-geenimutaatioihin sekä niistä aiheutuviin muutoksiin 
elimistössä. Oli tärkeää tietää, miten HFE-proteiini toimii raudansäätely-
järjestelmässä normaalisti, jotta pystyimme ymmärtämään, millä tavoin 
geenimutaatiot muuttavat proteiinin toimintaa. 
Työmme tavoitteena oli kloonata ja monistaa HD-mutaation sisältävää 
genomista DNA:ta. Onnistuimme tavoitteessamme ja saimme kloonattua 
kahteen plasmidiin hemokromatoosin HD-mutaation ja monistamaan sen. 
Mielestämme onnistuimme työssämme hyvin, vaikka plasmidi 3 jäi tekemämme 
virheen takia pois. Meille ei koskaan selvinnyt, miksi näyte 19 kasvoi 
ristimaljalla ja pesäke-PCR tulos oli positiivinen, vaikka viimeisellä 
agaroosigeelillä näytteestä tuli negatiivinen. Näyte 19 sisälsi plasmidin, mutta 
jostain syystä emme saaneet sitä viimeiseen agaroosielektroforeesiajoon. 
Toiminnallisena tavoitteena opinnäytetyöprojektillamme oli mahdollistaa harjoi-
tustyön tekeminen myös tulevaisuudessa. Onnistuimme kloonaamaan ja monis-
tamaan haluttua DNA:ta. Tavoitteenamme oli myös mahdollistaa harjoitustyön 
sujuva toteuttaminen PCR-laitteella laatimiemme käyttöohjeiden avulla. Toi-
vomme, että työmme tuloksista on hyötyä myös tuleville bioanalyytikko-
opiskelijoille. Tekemämme työn ansiosta positiivista kontrollia on nyt käytettä-
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vissä hemokromatoosi-geenitestiä varten. Kehittämistehtävänä työssämme oli-
si, että joku suorittaisi sekvensoinnin toisella kerralla puhdistetuille plasmideille. 
Jatkossa myös tekemäämme käyttöohjetta olisi hyvä päivittää ja muokata tarvit-
taessa. 
Eettisyys tuli esiin opinnäytetyössämme lähinnä siinä kohdassa, kun käytimme 
omia näytteitämme negatiivisina kontrolleina. Tämä voisi monen mielestä olla 
eettisesti väärin. Pystymme kuitenkin perustelemaan omien näytteidemme käy-
tön sillä, että kummallakaan meistä ei ole koskaan ollut korkeita rauta-arvoja ja 
siten olisi hyvin epätodennäköistä, että meillä olisi hemokromatoosia. Jos näyt-
teissämme olisi ilmennyt geenimutaatio, olisi se toki varmennettu terveyden-
huollossa. Geenimutaation löytyminen ilman korkeita veren rauta-arvoja ei joh-
da hemokromatoosi-diagnoosiin, mutta silloin tilannetta osattaisiin seurailla ja 
pystyttäisiin ennaltaehkäisemään mahdollisia elinsairauksia.  
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Liuosten valmistus     LIITE 1 
 
10xTBE-puskuri (1000 ml) 
1. Punnitse 108 g Tris:ia, 55 g boorihappoa ja 9.3 g Na2EDTA:ta. 
2. Punnitse kaikki aineet litraan vettä. 
1xTBE-puskuri (100 0ml) 
1. Punnitse 10.8g Tris, 5.5g boorihappoa ja 0.93 g Na2EDTA:ta. 
2. Punnitse kaikki aineet litraan vettä. 
 
 
LB-agar (500 ml, noin 25 maljaa) 
1. Punnitse yhden litran Erlenmeyeriin 5 g NaCl:ia, 5 g tryptonia, 2.5 g hii-
vauutetta ja 7.5 g agaroosia. 
2. Lisää tislattua vettä 500 ml:aan asti. 
3. Laita magneetti Erlenmeyerin pohjalle ja sekoita liuos magneettisekoitta-
jan avulla. Poista magneetti sekoituksen jälkeen. 
4. Peitä suuaukko foliolla ja laita indikaattoriteippi pulloon. 
5. Autoklavoi liuos nesteille tarkoitetulla ohjelmalla 
6. Anna liuoksen jäähtyä 55 °C:ksi. 
7. Lisää ampisilliinia 50 ml. 
Jaa liuos maljoille siten, että kaadat sitä jokaiselle maljalle n. 20 ml. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
PCR, genomisen DNA:n monistus   LIITE 2 
 
1.  Tee HD-mutaatiolle cocktail steriilin eppendorf-putkeen. Huomioi, että 
ohjeet ovat yhdelle PCR-reaktiolle. Cocktailia tehdään aina ylimäärin eli 
PCR-reaktio + 1. 
 
5 µl   10xpuskuri 
2 µl 1:10-laim aluke 3 
2 µl 1:10-laim aluke 4 
1 µl  dNTP 
0,5 µl DNA-polymeraasi 
34,5 µl steriiliä vettä 
Cocktailin lopputilavuudeksi tulee 45 µl. 
2. Pipetoi steriiliin PCR-putkeen 5 µl genomista DNA:ta ja 45 µl HD-
mutaatio cocktailia. Pipetoi samalla tavalla negatiivista kontrollia (H2O) 
toiseen PCR-putkeen. 
3. Vortexoi näytteitä kevyesti ja sentrifugoi niitä hetki, jotta liuos saadaan 
putken pohjaan. 
4. Siirrä näyteputket PCR-laitteeseen. Ohjelmoi laitteeseen seuraava 
ohjelma: 
1. 96 °C 5 minuuttia 
2. 96 °C 30 sekuntia 
56 °C 60 sekuntia 
72 °C 60 sekuntia 
35 sykliä 
3. 4 °C säilytys 
             Ohjelma kestää 2 tuntia 15 minuuttia. 
  
Agaroosigeelin (1 %) valmistus   LIITE 3 
        
1. Punnitse 2 g agaroosia erlenmeyeriin. 
2. Lisää 1xTBE-puskuria 200 ml. 
3. Liuota agaroosi kuumentamalla seosta mikroaaltouunissa. 
4. Sekoita välillä kuumennuksen aikana, jotta agaroosi liukenee puskuriin. 
5. Liuosta kuumennetaan niin kauan, kunnes se muuttuu täysin kirkkaaksi 
nesteeksi.  Älä anna seoksen kiehua. 
6. Anna geelin jäähtyä n. 60 °C:een. 
7. Lisää vetokaapissa 20 µl etidiumbromidia, sillä se on karsinogeeni. 
Sekoita liuosta varoen ilmakuplien muodostumista. 
8. Vala geeli päistään teipattuun ajokelkkaan ja aseta näytekampa 
paikoilleen. Jos geelissä näkyy suuria ilmakuplia, puhkaise ne esim. 
steriilillä neulalla. 
9. Anna geelin jähmettyä 30 minuuttia. 
10. Poista näytekampa geelistä ja teipit ajokelkan päistä. 
11. Aseta kelkka ajoaltaaseen. 
12. Lisää 1xTBE-puskuria niin, että geeli ja näytekaivot ovat varmasti sen 
peitossa. 
13. Geeli on valmis näytteiden lisäämiseen. 
 
Käytettäessä 1,2 % ja 1,5 % geelejä agaroosia punnitaan 2,4 g ja 3 g. 
  
  
PCR-tuotteen puhdistus agaroosigeeliltä  LIITE 4 
 
1. Punnitse tyhjä eppendorf-putki. 
2. Leikkaa steriilillä veitsellä geeliltä haluamasi DNA palanen ja laita se 
punnitsemaasi eppendorf-putkeen. 
3. Punnitse putki uudelleen. Saat näytteen painon vähentämällä tyhjän put-
ken painon täyden putken painosta. 
4. Lisää 200 µl Buffer NTI reagenssia jokaista 100 mg näytettä kohti. 
5. Inkuboi näytettä 10 minuutti 50 °C:ssa lämpöhauteessa. Sentrifugoi näy-
tettä 2–3 minuutin välein, jotta geeli hajoaisi täysin. 
6. Laita kitin mukana tuleva pylväs tyhjään ja steriiliin eppendorf-putkeen. 
Pipetoi näyte pylvääseen. 
7. Sentrifugoi 30 sekuntia 11,000 x g. Kaada liuos pois. 
8. Lisää 700 µl Buffer NT3 reagenssia pylvääseen. Sentrifugoi kuten edellä. 
Kaada liuos pois. Toista pesu. 
9. Sentrifugoi näyte vielä 30 sekuntia 11,000 x g, jotta kaikki Buffer NT3 
reagenssi on varmasti poistunut näytteestä. Varo ettei pylväs koske liu-
okseen kun kaadat sen pois. 
10. Laita pylväs uuteen puhtaaseen eppendorf-putkeen. Lisää 15 µl Buffer 
NE reagenssia ja inkuboi huoneenlämmössä 1 minuutti. 
11. Sentrifugoi 1 minuutti 11,000 x g. 
12. DNA on nyt eppendorf-putkessa. Heitä pylväs pois. 
  
  
Ligaatio     LIITE 5 
 
       Ligaatio suoritetaan jäissä 
1. Pipetoi steriiliin eppendorf-putkeen 10 µl 2xReaction Buffer reagenssia. 
2. Lisää 1 µl puhdistettua PCR-tuotetta. 
3. Lisää nukleaasivapaata vettä 6 µl.  
4. Pipetoi putkeen 1 µl DNA Blunting Enzyme reagenssia. 
5. Vortexoi näyte nopeasti 3–5 sekuntia. 
6. Inkuboi näytettä 70 °C:ssa 5 minuuttia. Tämän jälkeen laita näyte taas 
jäihin.  
7. Lisää sekä pJET1.2/blunt Cloning Vectoria, että T4 DNA Ligaasia 1 µl. 
8. Vortexoi 3–5 sekuntia. 
9. Inkuboi näytettä huoneenlämmössä 5 minuuttia. 
10. Käytä heti transformaatioon tai säilytä näyte pakasteessa 
transformaatioon saakka. 
 
  
  
Transformaatio    LIITE 6 
 
1. Ota ligaatioseosta 20 µl ja lisää 250 µl kompetentteja soluja. Seisota 
jäissä 30 minuuttia. 
2. Pidä seosta tarkalleen 2 minuuttia + 42 °C asteisessa vesihauteessa 
(lämpöshokki) 
3. Lisää 750 µl esilämmitettyä (+37 °C) LB-lientä ja inkuboi soluja 35 
minuuttia +37 °C:ssa. 
4. Maljaa näytteet esilämmitetyille LB-maljoille. 250 µl per malja. Levitä 
levityskolmiolla. 
5. Laita maljat kasvamaan +37 °C:een lämpökaappiin yön yli. 
 
 
  
  
Genomisen DNA:n eristys   LIITE 7 
 
 
 
1. Ota Verinäyte EDTA-putkeen 
2.  Laita vesihaude lämpenemään +70 °C:een. Elution Buffer BE täytyy esiläm-
mittää 
3. Pipetoi 25 µl proteinaasi K:ta ja 200 µl verta eppendorf-putkeen 
4. Lisää 200 µl Buffer B3 reagenssia ja vortexoi 3 sekuntia 
5. Inkuboi näytteet +70 °C:ssa 10 min 
6. Lisää 210 µl 99% etanolia ja vortexoi näyte 
7. Ota pakkauksesta pylväs ja tyhjä keräysputki. Pipetoi näyte pylvääseen ja 
sentrifugoi 1 minuutti 11,000 x g. Heitä keräysputki nesteineen pois. 
8. Ota uusi keräysputki. Lisää 500 µl Buffer BW reagenssia. Sentrifugoi 1 mi-
nuutti 11,000 x g. Heitä keräysputki nesteineen pois. 
9. Ota uusi keräysputki. Lisää 600 µl Buffer B5 reagenssia. Sentrifugoi kuten 
edellä. Kaada neste pois, mutta säilytä keräysputki. 
10. Laita pylväs takaisin putkeen ja sentrifugoi vielä kerran 1 minuutti 11,000xG. 
Heitä keräysputki pois. 
11. Laita pylväs steriiliin eppendorf-putkeen ja lisää 100 µl esilämmitettyä Buffer 
BE reagenssia. Pipetoi reagenssi suoraan silikamembraanin päälle. Inkuboi 
huoneenlämmössä 1 minuutti. Sentrifugoi 1 minuutti 11,000 x g. 
12. Genominen DNA on nyt eppendorf-putkessa, joten heitä pylväs pois.
  
 Plasmidi puhdistus    LIITE 8 
 
 
1. Ota kahteen 50 ml falcon-putkeen samaa yön yli kasvustoa n. 45 ml. 
2.  Sentrifugoi 3,000 RPM 3 minuuttia. Kaada liuos pois. 
3.  Lisää RES-reagenssia 4 ml/putki. Lisää ensin 1 ml ja purskuttele varo-
vasti pipetillä, tarkoituksena saada aikaan lieju. Lisää sitten loput 3 ml.  
4.  Yhdistä putket. 
5.  Lisää 8 ml Lysis Buffer reagenssia. Lisää ensin 1 ml ja sekoita. Lisää lo-
put 7 ml ja sekoita putkea viisi kertaa. 
6.  Inkuboi näytteitä huoneenlämmössä 5 minuuttia. 
7. Ota esiin kitin mukana tullut filtteri ja pylväs.  Aseta suodatin pylvääseen 
ja laita putki roikkumaan kitin mukana tulevaan telineeseen. Aseta pyl-
vään alle tyhjä dekantterilasi. 
8. Kostuta suodatin 12 ml EQU-buffer reagenssia. Pipetoi reagenssi suo-
dattimen reunoja pitkin.  
9. Sillä välin kuin suodatin kostuu, lisää näyteputkeen 8 ml NEU-buffer rea-
genssia ja sekoita heti 10–15 kertaa. Näyteliuoksen tulisi olla homogee-
ninen. 
10. Sekoita näyte vielä kerran ennen suodattimeen kaatamista. Anna suodat-
tua ainakin 10 minuuttia. 
11. Lisää suodattimeen EQU-buffer reagenssia 5 ml. Pipetoi reagenssi jäl-
leen suodattimen reunaa pitkin ja anna suodattua. Lopuksi heitä suodatin 
pois. 
12. Pese pylväs 8 ml Buffer Wash reagenssia. 
13. Vaihda pylvään alle 10 ml falcon-putki. Lisää Elution Buffer reagenssia 5 
ml. Plasmidi-DNA on nyt falcon-putkessa. 
14. Lisää näyteputkeen huoneenlämpöistä isopropanolia 3,5 ml.  Sentrifugoi 
näytettä 45 minuuttia 5000 RPM. Poista isopropanoli. 
15. Lisää 2 ml huoneenlämpöistä 70% etanolia. Sentrifugoi 10 minuuttia 
5000 RPM. Poista etanoli varovasti pipetillä. 
16. Kuivaa näyteputki vakuumilla (Speed Vac) 
  
  
Digestio     LIITE 9 
     
1. Digestiococktail HD-mutaatiolle. Huomio, että ohje on yhdelle DNA-
näytteelle. 
 
2 µl  10xpuskuri n:o 3   
0,8 µl BclI entsyymi  
0,2 µl  100xBSA   
 
2. Pipetoi PCR-tuotetta 17 µl ja 3 µl digestiococktailia steriiliin eppendorf-
putkeen. 
3. Vortexoi näyteputkea kevyesti ja sentrifugoi sitten hetki. 
4. Siirrä näyte 50 °C:een vesihauteeseen 75 minuutiksi.  
5. Lisää näytteeseen 4 µl 5xlatauspuskuria.  
6. Digestoitu näyte säilytetään pakastimessa, jos ei sitä käytetä heti. 
  
DNA:n sekvensointi    LIITE 10 
 
 
 
1. Laske plasmidin pitoisuus kaavalla 1/50=260 abs/X. Eli X=260 abs*50. 
Vastaus on muodossa µg/ µl.  
2. Tee laimennos, jossa on plasmidia 300 ng/µl. 
3. Pipetoi PCR-reaktiot. 
4. Valitse PCR-laitteelta sekvensointi ohjelma. 
5. Valmista tarvittava määrä EDTA-NaAc-seosta 1:1 
6. Kun näytteet ovat valmiita PCR:stä, lisää 2 µl EDTA-seosta. Sentrifugoi 
nopeasti. 
7. Lisää 30 µl 100 % etanolia ja vortexoi. 
8. Seisota näytteitä huoneenlämmössä 15 minuuttia. 
9. Sentrifugoi 13,400 RPM 30 minuuttia. Putken pohjalle muodostuu sakka. 
10. Poista supernatantti. Pese sakka 40 µl 70 % etanolilla. 
11. Sentrifugoi näytteet 13,400 RPM 15 minuuttia ja poista supernatantti. 
12. Kuivaa näytteet vakuumilla (Speed Vac) 
13. Lähetetään näytteen Biocenterille. 
 
  
  
     LIITE 11 1/6 
 
 
 
 
 
TC-4000 
Käyttöohje 
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NÄPPÄIMET 
 
 
Lopetus. Käytetään ohjelmien muokkaamisen lopettamiseen tai ohjelmasta 
poistumiseen. 
 
Liikutaan näytön riveillä ylöspäin. Muuttaa arvoja ylöspäin muokkauksessa. 
 
Liikutaan näytön riveillä alaspäin. Muuttaa arvoja alaspäin muokkauksessa. 
 
Desimaalierotin. Käytetään vaiheiden lisäämisessä ja ajan muokkaamises-
sa. 
 
Delete. Käytetään jaksojen ja vaiheiden poistamiseen. 
 
Pause. Ohjelman ollessa käynnissä sen pysäytys/tauottaminen. 
 
 
Enter. Valitaan toiminto tai muokkaus sekä hyväksytään kentän tai ohjelman 
muutokset. 
Numero- ja kirjainnäppäimet. Käytetään ohjelmoinnissa. 
Numerokenttään saa suoraan käyttöön numerot ja teksti-
kenttään kirjaimet. Usean kirjaimen näppäintä painelemal-
la saa esiin sen sisältämät kirjaimet. Välilyönnin saa 0-
näppäimestä. Muussa kuin numerokentässä numerot toi-
mivat pitämällä näppäintä pohjassa hetken aikaa. 
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Näppäinten kuvat näytöllä ja niitä vastaavat näppäimet laitteen näppäimistöllä. 
 
Lopetus-näppäin. 
 
Ilmoittaa, että ohjelma on lukittu: ohjelmaa voi muokata kun se on 
ensin kopioitu. 
 
Nuolinäppäin ylös. 
 
Nuolinäppäin alas. 
 
 
Enter-näppäin. 
 
Pause-näppäin. 
 
 
LAITTEEN KÄYNNISTÄMINEN 
 
•Laite käynnistetään takaosassa olevasta virtakytkimestä. 
•Näytölle ilmestyy päävalikko, jossa on kolme vaihtoehtoa 
 
1. Programs (ohjelmat) 
2. Information (laitteen tiedot) 
3. Configuration (asetukset) 
 
 
Voit tehdä ohjelmoinnin näytteidesi säilyttämisestä riippuen joko ennen tai jälkeen näyt-
teiden asettamista koneeseen. Huomioi, etteivät putket mene pohjaan asti. Kun kansi 
on auki, pyöritä kannessa olevaa oranssia rengasta ensin myötäpäivään niin paljon 
kuin se menee. Tämä nostaa laitteen kannen sisäpuolella olevaa pienempää lämpö-
kantta. Kun lämpökansi on aivan ylhäällä laita kansi kiinni. Pyöritä rengasta nyt vasta-
päivään niin kauan kunnes tunnet vastustusta.  
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OHJELMOINTI 
1. KUN KÄYTÄT LAITTEESSA VALMIINA OLEVAA OHJELMAA 
 
 Valitse programs, paina enter. 
 
 Laitteessa on valmiina kaksi DNA:n monistamiseen tarkoitettua ohjelmaa, toi-
nen on kaksivaiheinen (2 step template) ja toinen kolmivaiheinen (3 step 
template). Näitä voidaan kopioida ja muokata tarpeen mukaan. 
 
 Valitse nuolinäppäimillä haluamasi ohjelma, paina enter. 
 
 Voit nuolinäppäimiä käyttäen joko käynnistää ohjelman valitsemalla run prog-
ram, tarkastella sitä valitsemalla view program tai kopioida ja muokata sitä va-
litsemalla copy program. Hyväksy valinta enterillä. 
 
 Copy program valinnan jälkeen voit nimetä ohjelman. Paina enter ja kursori 
ilmestyy näytön vasempaan yläreunaan. Nimi kirjoitetaan kirjainnäppäimillä. 
Paina enter kun valmista. 
 
 Paina lopetus-näppäintä ja näytön alareunaan tulee SAVE? ja vaihtoehdot 
YES ja NO. Paina enter valitaksesi YES. Ohjelma tallentuu laitteelle ja sille an-
netaan oma pikavalintanumero. Jos et halua tallentaa ohjelmaa, paina lopetus-
näppäintä valitaksesi NO.  
 
 Jos haluat käynnistää ohjelman, valitse nuolinäppäimillä run program ja enter. 
Laite kysyy haluatko varmasti käynnistää ohjelman, valitse YES enterillä ja NO 
lopetus-näppäimellä. 
  
 Jos haluat muokata ohjelmaa, valitse edit program ja paina enter.  
 
 Mene nuolinäppäimillä kohtaan, jonka haluat muokata ja paina enter.  
 
 Jos haluat muokata lämpötilaa ja aikaa, valitse toiminto painamalla enter, syötä 
uusi lämpötila numeronäppäimillä ja hyväksy enterillä. Tämän jälkeen kursori 
siirtyy suoraan ajan kohdalle. 
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 Jos haluat ajaksi vain minuutteja, syötä aika numeronäppäimillä ja paina enter.  
Voit vaihtaa valintaa tuntien ja minuuttien välillä desimaali-näppäimellä. Jos ha-
luamasi aika on alle minuutin, paina ensin desimaali-näppäintä, jonka jälkeen 
näytöllä näkyy m ja syötä sen jälkeen sekunnit. Aika hyväksytään enterillä.  
 
 Jos haluat muokata toimintoa, jossa on ON/OFF -vaihtoehdot, voit valita näiden 
välillä           näppäimillä. Vahvista valinta painamalla enter. 
 
 Kun olet muokannut ohjelmaa haluamallasi tavalla, paina lopetus-näppäintä ja 
sitten enteriä tallentaaksesi muutokset. Jos et halua tallentaa, paina uudestaan 
lopetus-näppäintä. 
 
 Nyt voi käynnistää muokkaamasi ohjelman valitsemalla run program ja enter. 
Laite kysyy haluatko varmasti käynnistää ohjelman, valitse YES enterillä ja NO 
lopetus-näppäimellä.  
 
2. KUN TEET UUDEN OHJELMAN 
 
 Valitse programs, paina enter. 
 
 Valitse new program, paina enter. 
 
 Nimeä ohjelma painamalla enter ja kursori ilmestyy näytön vasempaan yläreu-
naan. Nimi kirjoitetaan kirjainnäppäimillä. Paina enter kun valmista. 
 
 Valitse nuolinäppäimellä näytöltä rivi, jolla on katkoviivaa. Painamalla enter 
pääset lisäämään jakson (stage). Uuteen jaksoon voi syöttää syklien (cycles) 
määrän ja yhden vaiheen (step). 
 
 Syklien (cycles) määrä syötetään numeronäppäimillä ja hyväksytään enterillä. 
Nuolinäppäimellä alaspäin pääset siirtymään vaiheeseen (step) ja painamalla 
enteriä voit muokata vaihetta ja hyväksyä muutokset enterillä. 
 
 Uuden vaiheen voit lisätä desimaali-näppäimellä. 
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 Valitun vaiheen voi poistaa delete-näppäimellä. Laite kysyy haluatko varmasti 
poistaa vaiheen ”DEL STEP?”. Enterillä hyväksyt poiston ja lopetus-
näppäimellä palaat vaiheen muokkaukseen. 
 
 Jakson (stage) lisääminen ennen jo olemassa olevaa jaksoa tapahtuu valitse-
malla nuolinäppäimillä jakson numero ja painamalla enter. Jaksojen numerointi 
jatkuu normaalisti lisätyn jakson jälkeen. 
 
 Jakson (stage) voi lisätä ohjelman loppuun menemällä nuolinäppäimillä katko-
viivalle, joka on viimeisen jakson alapuolella. Hyväksy enterillä. 
 
 Jakson (stage) voi poistaa valitsemalla haluttu jakso nuolinäppäimillä ja paina-
malla delete. Laite varmistaa jakson poistamisen ”DEL STAGE?”, hyväksy 
poistaminen enterillä ja palaa takaisin lopetus-näppäimellä. 
 
OHJELMAN POISTAMINEN 
 Valitse programs, paina enter. 
 
 Valitse ohjelma jonka haluat poistaa, paina enter. 
 
 Etsi nuolinäppäimillä ohjelman valikosta delete program, paina enter. Laite ky-
syy haluatko varmasti poistaa ohjelman, valitse YES enterillä ja NO lopetus-
näppäimellä. 
 
